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(54) Tide: METHOD FOR THE IN VrmO TESTING OF ACTIVE INGREDIENTS. CORRESPONDING DEVICE AND THEIR USE 
(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM IN VITOO TESTEN VON WIRKSTOFFEN. VORRICHTUNG UND DEREN VERWENDUNG 
(57) Abstract 

The invention relates to a method for the in vitro testing of active ingredients in cells, which inchides at least the following steps- 
provision of a cell culhire dish having an inner chamber and an outer wall as well as a first and a second membrane system positioned 
m the inner chamber, a cell culture chamber being configured between the membrane systems and the inner wall of the inner chamber 
m&oduction ^ a cell culture and a cell culture medium into the cell culture chamber; addition of a liquid nutrient medium to Uie celi 
culture chamber, removal of products of metabolism by means of die first membrane system; delivery of at least one gaseous medium to 
the cell culture chamber by means of the second membrane system; addition of at least one active ingredient into the cell culture chamber 
in accoidance with a set active ingredient concentraUon-time curve; and monitoring of cell vitality. The invention also relates to a device 
and to the use of said device for testing die effect of idarubicin on die leukaemic cell line CCRP CEM. 

(57) Zusammenfassung 

-7 ^''IJ?^^*'"'" '^^^ Wirkstoffen an Zellen umfaBt mindcstens die Schritte: zur Verf^lgung stellen eines 

Zellkulturbehalters mit einem Innenraum und einer Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten creten und zweiten 
Membr^system. wobei zwi^hen den Membransystemen und der Innenwand des Innenraums ein Zellkultuiraum ausgebildet wird* Vorieeen 
einer Zenkultur und eines Zellkullurmediums im Zellkultunaum; Zuftthren eines flUssigen N3hiniediums in den Zcllkulturraum und Abfilhren 
von Stoffwechselprodukten mittels des ereten Membransystems; Zufiihren mindestens eines gasfbrmigen Mediums in den Zellkultunaum 
mittels des zw^.ten Membransystems; Zufiihren von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkulturraum. wobei das Zufiihren gemSB einem 
eingestellten Wirkstoffkonzentrations^Zeit-Veiiauf erfolgt; und Oberwachen der ZellvitalitSt. Desweiteren wild eine Vorrichning und die 
Vcrwendung besagter Vomchtung zum Test der Wirkung von Idarubicin auf die leukSmische Zelllinie CCRF CEM beschrieben 
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Verfehren zum in vitro Testen von Wirkstoffen, 
Vonichtung und deren Verwendung 



Akzo Nobel nv, Arnhem 
* * * 

Besclireibung: 

Die Erflndung betriffl ein Verfahren zum Testen von WIrkstoffen an Zellen in vitro, 
eine Vonichtung und deren Verwendung. 

Eine Testung von Wirl<stoffen. wie z.B. Zytostatil<a. die in der Chemotherapie von 
Krebs verwendet werden, ist aus vielfaitigen Grunden notwendig. Dabei ist zu unter- 
scheiden, ob es sicli um einen v5llig neuen Wirlcstoff handelt, oder urn einen Wirk- 
stoff, dessen Wirksannlceit bereits grundsatzlich belcannt ist. Bei einem unbelcannten 
Wirkstoff muli zunSchst die gmndsatzliche Wirksaml<eit z.B. im Rahmen eines Wirk- 
stoffscreenings, die Dosis und die optimale Applikationsfomi, z.B. oral oder intrave- 
nos etc. ennittelt werden. Bei bereits bekannten Wirkstoffen werden z.B. mogliche 
Therapiestrategien uberpriift und miteinander verglichen. Eine andere wichtige Fra- 
gestellung ist die patientenspezifische Testung bzw. die patientenspezifische Wir- 
kung einer Substanz bei einenn individuellen Patlenten. FQr jede dieser Fragestellun- 
gen stelien unterscliiedlictie Modellsysteme zur VerfQgung. 

Beim Wirkstoffscreening unbekannter Substanzen wird aus ethischen Grunden aus- 
nahmslos nicht am Patienten, sondem mit Tiermodellen in vivo bzw. in vitro mit 
Zelllinien gearbeitet. Tiemnodelle zum Screening unbekannter Cytostatika beruhen 
darauf, daR pro Behandlung des Empfangertieres humane Tumorzellproben in 
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Hohlfadendevices enkapsuliert und in das Empfangertier implantiert werden, wie dies 
in WO 94/25074 und US 5 676 924 beschrieben wird. DIese Vorgehenswelse hat 
jedoch ihre Grenzen, da Tiemiodelle naturgemali schlecht zu automatisieren und mit 
einenr) hohen Aufwand und hohen Kosten verbunden sind. Zunehmend steht auch 
der Tierschutzgedanke einer Testung in Tiemiodellen entgegen. 

Fraglich ist auch die Ubertragbarkeit der Testergebnisse an Versuchstieren, die zu- 
meist Nagetiere sind, auf den Menschen. Eine wesentliche Rolle spielen dabei Stoff- 
wechselunterschiede zwischen Mensch und Tierspezies. die im Tiemnodell zu einer 
unterschiedlichen Pharmakoklnetik fuhren. Im Rahmen dieser Erfindung wird unter 
Phamiakokinetik der dynamische Prozefi verstanden. in dem ein Wirkstoff mit unter- 
schiedlichen Kinetlken in den Organismus resorbiert. d.h. aufgenommen, verteilt. 
metabolisiert. d.h. umgesetzt und wieder ausgeschieden wird. DIese Vorgange las- 
sen sich in vivo nichl unabhangig voneinander quantifizieren, da sie zeitlich uberlap- 
pend und in gegenseitiger Abhangigkeitablaufen. Im Kompendium Intemistlsche 
Onkologie. Herausgeber: H.J. Schmoll. K. HQffgen. K. Possinger, Springer Verlag, 
(1996) werden deshalb mathematische Modeile gebraucht, welche die Verleilung ei- 
nes Medikamentes in fiktiven Korpen^Sumen bzw. Kompartimenten beschreiben. Da- 
bei wirkt sich neben den Wirkstoffeigenschaften und dem Metabolismus Insbesonde- 
re auch die Applikationsfomi auf die Phamiakokinetik der Substanz aus. Die Phar- 
makokinetik eines Wirkstoffes wird in vivo ubiichenweise durch Messung der Serum- 
konzentration in Abhangigkeit von der Zeit ermittelt. 

Auch die Verwendung von in vitro Modellen zur Testung von Substanzen ist weit 
verbreitet. Dabei wird die Kultivierung von humanen Primarzellen in Monolayer-Kultu- 
ren zur patientenspezifischen Testung bevorzugt, um einen hohen Probendurchsatz 
zu erzielen. Eine derartige Vorgehensweise wird z.B. von G.J.L. Kaspers et al. in 
Blood (1997), Band 90, Nr. 7, Seiten 2723-29 und von R. Pieters in Blood (1990), 
Band 76, Nr. 11. Seiten 76, 2327-36 beschrieben, Der Nachteil der bekannten in vitro 
Verfahren ist, daB die dort venA^endeten Mikrotiterplatten ein dreidimensionales 
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Wachstum der Zellen nicht zulassen. Solide Tumore z. B. entwickein unterschiedli- 
che Subpopulationen wahrscheinlich aufgmnd von Gradienten im pH-Wert und der 
Nahrstoffversorgung. Diese Gradienten verursachen regionale Variationen der Zell- 
vitalitat, des Metabolismus und der Sensivitat gegenuber einer Behandlung mit Zyto- 
statika. Es gibt Hinweise. daB maligne Zellen In einer dreidimensionalen, gewebe- 
ahnlichen Struktur ein anderes Verhalten gegenuber Zytostatlka aufweisen, als Mo- 
nolayer-Kulturen. wie aus J J. Casciari et al.. J. Natl. Cancer Inst. (1994). Band 86. 
Seiten 1846-52 und K.M, Nicholson et al., Ann. Oncology (1996). Band 7, Supple- 
ment 1 . Abstract, hervorgeht. 

Ein weiterer Nachteil der bekannten in vitro Verfahren ist. daB eine im menschlichen 
Organismus ablaufende Phanmakokinetik bisher in vitro nicht realisiert werden kann. 
d.h. nicht durch eine entsprechende in vitro Pharmakokinetik modelliert werden kann. 
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird jedoch von einer in vitro Pharmakokine- 
tik gesprochen. Darunter soli verstanden werden, daB sich die Wirkstoffkonzentration 
in der Umgebung der Zieizelle in Abhangigkeit von der Zeit in vitro auf gleiche Weise 
andert. wie in der in vivo Umgebung der Zieizelle, wie etwa be! LeukSmien im Serum, 
unabhangig davon, mit welchen Mittein dieses Zlel en-eicht wird, Primares Kriterium 
sind dabei die Kurvenfomi und der absolute Wert der Wirkstoffkonzentration. wah- 
rend die Zeitachse gegenuber der in vivo Situation gerafft Oder gestreckt sein kann. 

Ein dritter Nachteil aller heute bekannten in vitro Verfahren zur Wirkstofftestung be- 
steht darin. daB keine Kombinationstherapie nachgebildet werden kann. Dies ist 
deshalb von entscheidender Bedeutung. weil heute nur noch ausnahmswelse mit nur 
einem Cytostatikum, d.h. mit einer Monotherapie behandelt wird, die meisten Thera- 
pien also Kombinationstheraplen sind. bei der eine zeitliche Abfolge von verschiede- 
nen Cytostatika angewendet wird wie aus dem Kompendium Intemistische 
Onkologie, Herausgeber H.J. Schmoll, K. Hoffgen. K. Possinger. Springer Verlag. 
(1996) hervorgeht. Bei den Standardverfahren in vitro kann bisher nicht, wie im 
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Organismus, eine einmal in das Assay eingefuhrte Wirksubstanz wieder abgefUhrt 
werden, bevor die nachste Wirksubstanz verabreicht wird. 

Alle drei genannten Nachteile fuhren dazu, dali derzeit in vitro das Verhalten realer 
Tumore gegenuber Chemotherapie nicht gut simuliert werden kann. Dies fuhrt dazu, 
daB in der Fachwelt gravierende Zweifel am prognostischen Wert der bislang be- 
kannten in vitro Verfahren zum Test von Wirkstoffen an Zellen bestehen. 

Somit besteht ein Bedarf fur ein in vitro Verfahren zum Test von Wirkstoffen an Zel- 
len und fiir eine Vonichtung. die zu besagtem Verfahren verwendet werden kann, 
wodurch die zuvor genannten Nachteile zumindest wesentlich verringert werden, 

Daher stellt sich die vorliegende Erfindung die Aufgabe, ein in vitro Verfahren zum 
Test von Wirkstoffen an Zellen und eine Vonichtung zu Verfugung zu stellen, die zu 
besagtem Verfahren verwendet werden kann, wodurch die zuvor genannten Nach- 
teile zumindest wesentlich veningert werden und wodurch insbesondere eine AnnS- 
herung an die in vivo Pharmakokinetik durch eine entsprechende in vitro Phamakoki- 
netik ermdglicht wird und eine Kombinationstherapie mit verschiedenen Wirkstoffen 
nachgebildet werden kann. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zum in vitro Testen von Wirkstoffen 
an Zellen umfassend mindestens die Schritte 

a) zur Verfugung stellen eines ZellkulturbehSlters mit einem Innenraum und einer 
Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten ersten und zweiten 
Membransystem. wobei zwischen den Membransystemen und der Innenwand 
des Innenraums ein Zellkultun^aum ausgebildet wird, 

b) Vorlegen einer Zellkultur und eines Zellkultumnediums im Zellkultunraum, 

c) ZufQhren eines flussigen Nahmriediums in den Zellkulturaum und Abfuhren von 
Stoffwechselprodukten mittels des ersten Membransystems, 
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d) Zufuhren mindestens eines gasformigen Mediums in den Zellkulturraum mittels 
des zweiten Membransystems, 

e) Zudosieren von mindestens einem Wirkstoff in den Zeilkultun^um, wobei das 
Zudosieren gemad einem eingestellten Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlauf 
erfolgt und 

f) Ubenvachen der Zellvitalitat. 

Unter den zu testenden Wirkstoffen sind im Raiimen der vorliegenden Erfindung sol- 
che Stoffe zu verstehen, deren Wirkung auf die zu untersuchenden Zellen vor dem 
Test nicht Oder nicht ausreichend bekannt ist. Hierbei kann es sich auch um gasfor- 
migen Wirkstoffe, wie z.B. Atemgifte Oder andere ggf. toxisch wirkende Gase han- 
deln. Unter den vorstehend definlerten Stoffen werden bevorzugt Cytostatika, Anti- 
biotika, Cytokine. Wachstumsfaktoren Oder antivirale Agentien eingesetzt. Daruber 
hinaus kdnnen gaindsatzlich alle wie vorstehend definierten Stoffe hinsichtlich ihrer 
Wirkung auf Zellen getestet werden, wenn sich diese Stoffe in geloster Form in den 
Zellkultunraum einbringen lassen. 

Im erfindungsgemSBen Verfahren kSnnen Zellkulturen getestet werden, die bevor- 
zugt aus Primarzellen oder aus Zelllinien bestehen, wobei besonders bevorzugt Tu- 
morzelllinien eingesetzt werden. Das Volumen des Zellkulturraums betragt vorzugs- 
weise zumindest 0,3 ml und hSchstens 2,0 ml, besonders bevorzugt liegt es zwi- 
schen 0,5 ml und 1 ,5 ml. Dadurch wird nur eine geringe Menge an Zellmaterial ver- 
braucht, so dass z.B. einem Krebspatienten nur geringe Mengen an Zellen fur das 
erfindungsgemaBe Verfahren entnommen werden mussen. 

Das im Innenraum des Zellkulturbehalters befindliche erste Membransystem besteht 
aus mindestens einer semipermeablen Membran, welche zur ZufUhrung eines flQssi- 
gen Nahrmediums geeignet ist, d.h. einen kontinuierlichen Stofftransport durch die 
Membranwand aufgrund diffusiver oder konvektiver Transportmechanismen eriaubt. 
Je nach Erfordemis, d.h. je nachdem, ob ein diffusiver oder konvektiver Stofftrans- 
port des Nahrmediums erforderlich ist, handelt es sich um eine Nanofiltrations-, Ul- 
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trafiltrations- Oder Mikrofiltrationsmembran. Z.B. lassen sich Dialysemembranen wie 
etwa Cuprophan® Oder hydrophile mikroporose Membranen, wie z.B. mikroporose 
Polyethersulfon-Membranen einsetzen. Das zweite im Innenraum des Zellkulturbe- 
halters befindliche Membransystem besteht aus mindestens einer Gastransfermem- 
bran. insbesondere einer Oxygenationsmembran. wie sie 2.B. als Oxyphan® im Han- 
del erhaitlich ist. Die Membranen des ersten und zweiten Membransystems sind be- 
vorzugt Hohlfasermembranen, 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Yerfahrens wird ein 
Zellkulturbehaiter eingesetzt, bei dem das erste und zweite Membransystem aus 
Hohlfasem besteht, die in mehreren Lagen schichtfonnig Qbereinander im Innenraum 
angeordnet sind. 

Das Vorlegen der Zellkultur geschieht in einer bevorzugten AusfQhrungsform des er- 
findungsgemaUen Verfahrens bei Verwendung eines Zellkulturbehalters mit Deckel 
durch Einstellen der Zelldichte im Zellkultumiedium. Offnen des Deckels des Zellkul- 
turbehalters, Einpipettieren des gewunschten Volumens der Zellsuspension in den 
Innenraum des Zellkulturbehalters und Verschliel^en des Zellkulturbehalters mit dem 
Deckel. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsfomi des erfindungsgemaBen Verfahrens 
kann das Vorlegen der Zellkultur uber eine Offnung in der Seitenwand des Innen- 
raums erfolgen, die z.B. mit einem an der AuBenseite des Zellkulturbehalters befind- 
lichen AnschluB fur eine Spritze Oder dergleichen versehen ist 

In einer dritten bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
kann das Vorlegen der Zellkultur Qber mindestens ein Septum erfolgen, uber welches 
ein Zugang in den Inneraum des Zellkulturbehalters mdglich ist. 

Die Zellen kdnnen als Suspensionszellen oder als anheftungsbedQrflige Zellen vor- 
liegen, wobei Suspensionszellen in der Regel Zellen sind, die aus dem Blut ent- 
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stammen. und anheftungsbedurftige Zellen in der Regel Zellen sind, die dem Kdrper- 
gewebe entstammen. Letztere konnen entweder als unzerteilte GewebestQcke direkt 
in den Innenraum des Zellkulturbehaiters vorgeiegt werden Oder die GewebestQcke 
werden zuerst vereinzelt und danach wie Suspensionszellen vorgeiegt. Fur anhef- 
tungsbedurftige Zellen ist der Innenraum des Zellkulturbehalters vorteilhafterweise 
mit einer Oberflache ausgestattet, an der die Zellen bevorzugt haften. Bevorzugt be- 
steht diese Oberflache aus proteinbeschichtetem Polycarbonat Oder aus zusatzlich 
im Innenraum des Zellkulturbehalters eingebrachtem textilen Material aus Polyester. 

Bel Durchfuhrung des erfindungsgemaften Verfahrens enth3lt der Zellkultunraum be- 
vorzugt mindestens 1 • 10^ Zellen pro ml Zellkultunraum, besonders bevorzugt min- 
destens 1 • 10® Zellen pro ml Zellkultun^um. In einer besonders geeigneten Ausfuh- 
rungsform betragt die Zelldichte im Zellkultun^um mehr als 5 • 10^ Zellen pro ml 
Zellkulturraum. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfmdungsgem3l^en Ver- 
fahrens werden Suspensionszellen mit einer Zelldichte von mindestens 1*10^ Zellen 
pro ml Zellkulturraum eingesetzt. Dadurch wird eine AnnSherung an die Zelldichten 
wie im Slut mbglich. Auch bei Verwendung von anheftungsbedQrftigen Zellen wird 
das erfindungsgemaiie Verfahren vorzugsweise bei einer Zelldichte von mindestens 
1 • 10^ Zellen pro ml Zellkulturraum durchgefuhrt, um nach entsprechendem 
Zellwachstum sich den Zelldichten des Kdrpergewebes anzunShem, 

Vorteilhaftenveise hat jede Zelle einen mittleren Abstand von 0 pm bis 600 pm zur 
jeweils nachstgelegenen Membran des ersten und zweiten Membransystems. Da- 
durch werden die Zellen gleichmdftig mit NShnmedium und Gas versorgt. Gleichzeitig 
werden die Stoffwechselprodukte gleichmdKig wieder abgefUhrt, so dass insgesamt 
ein Zustand in der Zellkultur simuliert wird, der den in vivo Verhaitnissen ahnelt. 

Als flussiges Nahrmedium bzw. als Zellkultumfiedium kdnnen Medien eingesetzt 
werden, wie sie ubiicherweise zur Versorgung von Zellen mit Nahrstoffen bzw. zur 
Zuchtung von Zellen verwendet werden. Bevorzugt wird RPM1 1640 eingesetzt. In 
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einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemallen Verfahrens 
wird ein RPM1 1640 und fStales K§lberserum enthaltendes Nahrmedium eingesetzt. 

Als gasformiges Medium wird bevorzugt ein Gasgemisch eingesetzt. das einen Sau- 
erstoff-Partialdmcl< p02 von 0 bis 160 mmHg und einen Kohlendioxid-Partialdmck 
pC02 von 0 bis 115 mmHg aufweist. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des er- 
findungsgemaUen Verfahrens enthalt das Zeliicuitunnedium einen Bicarbonatpuffer 
und der pCOa im zugefuhrten gasfomnigen Medium wird so eingestellt, dass der pH- 
Wert des Zellkultumnediums zwischen 6.8 und 7.8 liegt. 

Die gewunschte Zusammensetzung des gasformigeh Mediums l<ann dadurch einge- 
stellt werden. dass das erfindungsgemaBe Verfahren in einem Raum durchgefuhrt 
wird, worin diese Zusammensetzung henrscht. In diesem Fall erfolgt die Zufuhr des 
gasformigen Mediums uber einen Steril-Filter In das zweite Membransystem. 

Das zweite Membransystem laUt sich mit Vorteil auch zur Entfemung gasfemnlger 
Stoffwechselprodukte einsetzen, wenn es im cross-flow Modus betrieben wird und 
mit einer GaszufQhrteitung und einer Gasabfuhrteitung verbunden ist. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens werden einzelne Wirkstoffe 
und/oder Kombinationen mehrerer Wirkstoffe zeitversetzt zudosiert. Somit kann z.B. 
ein einzelner Wirkstoff uber die Zeit verteilt in mehreren aufeinanderfolgenden Dosen 
verabreicht werden oder es konnen verschiedene einzelne Wirkstoffe zeitversetzt 
dem Zellkultumfiedium zudosiert werden. Ebenso kann eine Abfolge von Wirkstoff- 
kombinationen zeitversetzt zudosiert werden. wobei die Wirkstoffkombinationen in ih- 
rer Zusammensetzung gleich bleiben oder variieren konnen. Schliefilich konnen im 
Verfahren der vorliegenden Erfindung auch Einzelwirkstoffe und Wirkstoffkombina- 
tionen der vorstehend beschriebenen Art zeitversetzt zudosiert werden. 

Die Wirkstoffzufuhrung kann direkt oder uber das erste Membransystem, bzw. fQr 
den Fall, dass es sich um einen gasfomnigen Wirkstoff handelt, Uber das zweite 
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Membransystem in den Zellkultunraum erfolgen. Bei der ZufQhaing des Wirkstoffs 
uber das erste Membransystem wird der Wirkstoff in den Nahmiedienstrom einge- 
speist und tritt mit dem Nahmnedium uber die Membranen des ersten Membransy- 
stems in den Zellkuiturraum ein. Bei ZufDhrung eines gasfomnigen Wirkstoffs uber 
das zweite Membransystem wird dieser in das gasfQrmige Medium eingespeist und 
tritt mit dem gasfomiigen Medium uber die Membranen des zweiten Membransy- 
stems in den Zellkuiturraum ein. Dies bedeutet naturlich, dass die Membranen der 
beiden Membransysteme fiir den jeweiligen Wirkstoff durchlassig sein mussen. Bei 
Zugabe des Wirkstoffs Uber das erste bzw. zweite Membransystem \aCA sich der 
Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Veriauf beispielswelse durch die Penmeabilitat des er- 
sten bzw. zweiten Membransystems. durcli die Dauer der Wirkstoffzugabe und durcii 
die Wiri^stoffkonzentration einstellen. Die vorstehend bescliriebenen Verfahrenswei- 
sen eriauben also die Simulation verschiedenster Pharmakokinetiken von Einzelwirk- 
stoffen und/oder Wirkstoffkombinationen. Z.B. kann die Wirkstoffzugabe analog einer 
Dauerinfusion rampenfomiig oder analog einer intravenSsen Verabreichung 
peakfdmnig erfolgen. 

Wsihrend des Wirkstofftestes wird der ZellkulturbehSlter auf einer fOr das Kultivieren 
der Zellen geeigneten Temperatur gehalten. vorzugsweise auf 37 **C. 

Unter Oberwachung der Zellvitalitat wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die 
Oberwachung der Stoffwechselaktivitat, der Proliferation, der Apoptose Oder allge- 
mein des Zelltodes verstanden. 

Zur Obenvachung der Zellvitalitat dient in einer bevorzugten Ausfuhrungsfomi des 
erfindungsgemaBen Verfahrens ein Zellvitalitatsfarbstoff. Besonders bevorzugt wird 
alamar Blue®. Diese Substanz kann Uber das N3hrmedium und das erste Membran- 
system dem Zellkulturaum zugefuhrt werden. Alamar Blue® dringt durch die Mem- 
branen der Zellen ins Zellinnere und wird dort durch den Zellstoflwechsel in einen 
Fluoreszenzfarbstoff umgewandelt. Daher kann die Menge des solcherma&en gebil- 
deten Fluoreszenzfarbstoffs als Ma(i fur die Zellvitalitat benutzt werden und mit 
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einem Fluoreszenzsensor entweder on-line Oder nach Probennahme im Nahrmedium 
nachgewiesen werden. Von besonderem Vorteil ist, dass eine Probennahme im Zell- 
kultunraum nicht erforderlich ist, sondem Im Flussigkeitsstrom erfolgen kann, der den 
Zellkulturbehaiter verlaBt. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass uber das erste 
Membransystem der Zellvitalitatsfarbstoff nicht nurzugefOhrt. sondem auch vollstan- 
dig wieder abgefiihrt werden kann. wodurch jede Storung der Zellkultur durch den 
Farbstoff korrigierbar und umkehrbar ist. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren kann zur Obenwachung der Zellvitalitat mindestens 
ein Sensor eingesetzt werden, der InfonDationen uber den Zustand derZellen liefert. 
Vorzugsweise handelt es sich hierbei um miniaturisierte Sensoren zur Bestimmung 
der Proliferation, Vitalitat, Apoptose oder allgemein des Zelltodes. Besonders bevor- 
zugt handelt es sich um einen Sensor fur Fluoreszenz. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren kSnnen zur Prozessuberwachung geeignete Sen- 
soren eingesetzt werden. Vorzugsweise werden Sensoren zur Oberwachung von 
Temperatur, pH, Partialdruck von Sauerstoff p02, oder Kohlendioxid pCOa, Glucose 
Oder Lactat eingesetzt. In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform werden die 
Sensoren in den Innenraum des Zellkulturbehaiters als Mikrosensoren integriert, wo- 
durch es zu keinem storenden EinfluB der Sensoren auf die Zellkultur kommt. Auch 
kOnnen einer oder mehrere der genannten Sensoren im Zellkulturraum oder im 
Nahrmedium eingesetzt und die Sensorsignale on-line verfolgt werden. So konnen 
beispielsweise pH, p02, Glucose und Lactat gleichzeitig gemessen werden. An Stelle 
Oder additionell zur eben beschriebenen on-line Sensorik sind weitere bevorzugte 
analytische Methoden im erfindungsgemaBen Verfahren Methoden zur Endpunkts- 
bestimmung wie etwa das MTT-Assay (Mitochondriale Reduktion von Tetrazolium- 
farbstoff) oder die DurchfluBcytometrie, 

Die Aufgabe wird des Weiteren durch eine Vonichtung gelost, die einen zur Auf- 
nahme einer Zellkultur in einem Zellkultumiedium geeigneten Zellkulturbehaiter mit 
einem Innenraum umfaBt, wobei im Innenraum erste Mittel zurZufuhrung mindestens 
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eines Nahrmediums und zweite Mitlel zur Zufuhrung mindestens eines gasformigen 
Mediums angeordnet sind, wobei die Mittel jeweils eine Zufuhrungsseite und eine 
Abfuhaingsseite aufweisen, und wobei zwischen besagten Mittein und der Innen- 
wand des Innenraums ein Zellkultun-aum ausgebildet ist, und wobei die ersten Mittel 
mit ihrer Zufuhrungsseite uber eine Nahnnediendosiereinheit mit mindestens einem 
Nahnnediumbehaiter in Fluidverbindung stehen, und die zweiten Mittel mit ihrer Zu- 
fuhrungsseite (iber eine Gasdosiereinheit mit mindestens einem Gasvorratsbehalter 
in Fluidverbindung stehen, und wobei die Vonichtung dadurch gekennzeichnet ist, 
dass der Zelll^ultunraum ein Volumen von hochstens 5 ml und mindestens 0.1 ml hat, 
dass die Vorrichtung desweiteren Mittel zur Zufuhrung von mindestens einem Wirk- 
stoff in den Zellkultun^aum und Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoffkonzentrations- 
Zeit-Vertaufs im Zellkulturraum enthSlt. 

In einer bevorzugter Ausfuhrungsform der erfindungsgemaRen Vorrichtung stehen 
die ersten Mittel mit ihrer Abfuhrungsseite mit einem AbfallbehSlter In Fluidverbin- 
dung. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform stehen die ersten Mittel mit Ihrer 
Abfuhrungsseite Uber eine Rezirkulationsleitung mit dem mindestens einen N3hrme- 
dienbehaiter in Fluidverijindung. In der Leitung zwischen der AbfQhrungsseite der er- 
sten Mittel und dem Abfallbehalter kann ein Ger3t installiert sein, das bestimmte 
Stoffwechselprodukte isolieren Oder detektieren kann. 

Die im Innenraum des Zellkulturbehalters befindlichen ersten Mittel bestehen vor- 
zugsweise aus mindestens einer fur die Zufuhrung flussiger NShrmedien geeigneten 
Membran. 

Die mindestens eine Membran der ersten Mittel besteht bevorzugt aus einer semi- 
pemneablen Membran, welche zur Zufuhrung eines flussigen N3hrmediums geeignet 
ist, d.h. einen kontinuteriichen Stofftransport durch die Membranwand aufgrund diffu- 
siver oder konvektiver Transportmechanismen eriaubt. Je nach Erfordemis, d.h. je 
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nachdem, ob ein diffusiver oder konvektiver Stofftransport des NShrmediums erfor- 
derlich ist, handelt es sich urn eine Nanofiltrations-, Ultrafiltrations- oder Mikrofiltrati- 
onsmembran. Z.B. lassen sich Diatysemembranen wie etwa Cuprophan*^ oder hy- 
drophile mikroporose Membranen, wie z.B. mikroporose Polyethersulfon-Membranen 
einsetzen. 

Die im Innenraum des Zellkulturbehalters befindlichen zweiten Mittel bestehen vor- 
zugsweise aus mindestens einer fur den Gasaustausch geeigneten Membran. 

Die mindestens eine Membran der zweiten Mittel bestehen vorzugsweise aus einer 
Oxygenationsmembran, besonders bevorzugt aus mindestens einer Oxyphan® 
Membran. 

Erfindungsgemaft stehen die zweiten Mittel mit einem Gasvorratsbehalter in Fluid- 
verbindung. Hierbei kann der Gasvorratsbehalter aus den Gasraum z.B. eines Brut- 
schranks bestehen und Gasraum und zweite Mittel sind uber einen gasdurchlSssigen 
Sterilfilter in Kontakt. In einer bevorzugten AusfUhrungsfonm der erTindungsgemS&en 
Vonichtung stehen die zweiten Mittel Uber mindestens eine Gasdosiereinheit mit 
mindestens einem unter Gasuberdruck stehenden Gasvorratsbehalter in Fluidverbin- 
dung. Hierdurch lassen sich auf einfache Weise unterschiedliche Konzentrationen 
verschiedener Gaskomponenten einstellen. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform der erfindungsgemaBen Vonichtung sind die 
Membranen der ersten und der zweiten Mittel als Hohlfasem ausgebildet. 

Besonders bevorzugt sind die Hohlfasem in mehreren Lagen schichtfonmig uberein- 
ander im Innenraum angeordnet. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform liegt der maxtmale Abstand der die 
jeweiligen Mittel ausbildenden Hohlfasem untereinander zwischen 50 pm und 
600 pm. 
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In einer bevorzugten Ausfuhmngsform weist der Zellkulturbehalter einen Boden und 
einen Deckel auf, weiche den Innenraum begrenzen, einander gegenuber liegen und 
aus einem transparenten Material bestehen. Die Transparenz von Boden und Deckel 
eriaubt eine mikroskopische Beobachtung der Zellen wahrend des WIrkstofftests. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsfomn ist im Boden ein zur Thermostati- 
sierung des ZellkulturiDehSiters auf 37 *C geeignetes Heizsystem, 2.B. in Form einer 
Heizfolie. integriert, die eine hinreichende Transparenz fur die beispielsweise mi- 
kroskopische Betrachtung der Zellkultur zuiaBt. 

Der Zellkultun^um hat bevorzugt ein Volumen von 0,3 ml bis 3,0 ml. Der Vorteil die- 
ser Miniaturisierung besteht in einem besonders geringen Verbrauch an Zellen. 
Wirkstoffen, fliissigen und gasfSrmigen Medien. 

Die in der erfindungsgemSRen Vorrichtung bevorzugten Mittel zur Wirkstoffeufuhrung 
bestehen aus mindestens einem Wiri^stoffvon^tsbehaiter, mindestens einer Wiri<- 
stoffdosiereinheit und aus einem Leitungssystem, das den mindestens einen Wirk- 
stoffvorratsbehaiter Ober jeweils eine Wiricstoffdosiereinheit direkt Oder Qber die er- 
sten Mittel mit dem Zellkultun^um des Zellkulturbehalters verbindet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfomri der erfindungsgemSBen Vomchtung bestehen 
die Mittel zum Vorgeben eines WIrkstoff-Konzentrations-Zeitverlaufs im Zellkultur- 
raum in den Pemieabilitaten der Membranen der ersten Mittel. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfomi umfaBt die erfindungsgemaBe Vomchtung ein 
Mittel zur Obenvachung der Zellvitalitat. 

Eine besonders bevorzugte AusfQhrungsfonm der erfindungsgemaBen Vonichtung 
enthait als Mittel zur Oberwachung der Zellvitalitat mindestens einen Sensor, der ge- 
eignet ist. Infomiationen uber den Zustand der Zellkultur zu liefem. Vorzugsweise 
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handelt es sich hierbei urn miniaturisierte Sensoren zur Bestimmung der Proliferation, 
Vitalitat. Apoptose Oder allgemein des Zelltodes. Besonders bevorzugt handelt es 
sich urn einen Sensor fur Fluoreszenz. 

Die erfindungsgemaiie Vorrichtung kann zur Prozessuberwachung geeignete Senso- 
ren enthalten, wobei es sich vorzugsweise urn Sensoren fur Temperatur, pH, Partial- 
druck von Sauerstoff p02. Oder Kohlendioxid PCO2. Glucose- oder Lactat handelt, die 
im Innenraum des Zellkulturbehalters angebracht sind, 

Dabei konnen die genannten Sensoren einzein Oder in Kombination im Innenraum 
des Zellkulturbehalters angeordnet sein. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird des Weiteren durch 
ein modulares WirkstoffprQfsystem gelost, welches mindestens 2 der erfindungsge- 
maBen Vorrichtungen umfaBt. 

Vorzugsweise umfaBt das modulare WirkstoffprQfsystem 6, 24 Oder 96 der erfin- 
dungsgemdfien Vorrichtungen, welche in geeigneter Weise zu einem modularen 
Aufbau angeordnet sind. 

Schliedlich wird die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe durch die 
Verwendung der erfindungsgemaBen Vomchtung oder des erfindungsgemaRen 
Wirkstoffprufungssystems zum in vitro Test der Wirkung von Wirkstoffen auf Zellen 
geldst. 

Die erfindungsgemalie Vorrichtung bzw. das erfindungsgemalie modulare Wirkstoff- 
priifsystem lant sich hervonragend zur Emilttlung des Einflusses der Phamiakokinetik 
auf die Vitalitat von Zellen verwenden. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgenden Zeichnungen und des 
Beispiels naher eriautert. Es zeigen In vereinfachter schematischer Darstellung: 
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Figur 1: FluBschema einer erfindungsgemaden Vorrichtung. 

Figur 2a: Querschnitt eines modularen Wirkstoffprtifsystems mit erfindungsgemalien 
Vorrichtungen, 

Figur 2b: Querschnitt eines modularen Wirkstoffprufsystems mit drei ubereinander 
angeordneten Ebenen mit erfindungsgemalien Vonichtungen und 

Figur 3: Draufsicht auf ein modulares Wirkstoffprufsystem umfassend sechs erfin- 
dungsgemSBe Vonichtungen. 

Figur 4a: Drei als Profil 1 bis 3 bezeichnete Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufe. 

Figur 4b: Darstellung der vitalen Zellen in vier verschiedenen ZellkulturbehSltem wie 
vorgelegt (Inoculum) und vAe geemtet (Zellemte). 

Figur 1 zeigt einen Nahrmedienbehalter 4, der uber eine Leitung 14 und eine NShr- 
mediendosiereinheit 3 mit der ZufQhrungsseite des im Innenraum 2 des Zellkulturbe- 
haiters 1 enthaltenen ersten Mittel fluidverbunden ist. Die Abfuhrungsseite der im In- 
nenraum 2 des Zellkulturbeh3lters 1 befindlichen ersten Mittel ist uber die Leitung 14 
mit einem Abfallbehalter 10 fluidverbunden. In der Leitung 14 zwischen der Abfuh- 
rungsseite der ersten Mittel und dem Abfallbehalter 10 beflndet sich ein Gerat 12, 
das bestimmte Stoffwechselprodukte isolieren oder detektieren kann. Die Rezirkula- 
tionsleitung 1 1 enmSglicht ein Zuruckleiten der aus der Abfuhrungsseite der im Innen- 
raum 2 des ZellkulturbehSlters 1 befindlichen ersten Mittel abfiiefienden FlUssigkeit in 
den Nahnnedienbehalter 4. Ein Wirkstoffvon^atsbehSlter 7 ist Qber ein Leitungssy- 
stem 9, eine Wirkstoffdosiereinheit 8 und eine Leitung 9b mit der ZufQhrungsseite der 
im Innenraum 2 des Zellkulturbeh3lters 1 befindlichen ersten Mittel fluidverbunden. In 
der eben beschriebenen Konfiguration gelangt ein Wirkstoff uber die ersten Mittel in 
den Innenraum 2 des Zellkulturbehalters 1. Das Umschaltelement 9c und die Leitung 
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9a ermoglichen eine direkte Fluidverbindung zwischen einem Wirkstoffvorratsbehai- 
ter 7 und dem Innenraum 2 des Zellkulturbehalters 1. Mindestens ein Gasvorratsbe- 
halter 6 ist uber eine Gasdosiereinheit 5 mit der Zufuhrungsseite der im Innenraum 2 
des Zellkulturbehalters 1 befindlichen zweiten MIttel fluidverbunden, deren Abfuh- 
rungsseite mit einer GasabfUhdeitung 6a verbunden ist. 

Figur 2a zeigt im Querschnitt ein modulares Wirkstoffprufsystem, das in einer Halte- 
rung 13 fixiert ist. Ein Nahmiedienbehaiter 4 ist mit einer Nahmnedienleitung 14 uber 
eine hier als Schlauchpumpe ausgefuhrte Nahmnediendosiereinheit 3 mit der Zufuh- 
rungsseite der ersten Mittel la im Innenraum des Zellkulturbehalters 1 fluidverbun- 
den, wobei die Verbindung zwischen Nahmnediendosiereinheit 3 und Zufuhrungs- 
seite der ersten Mittel 1a durch die Leitungen 14 und 9b realisiert sind. Die Abfuh- 
rungsseite der ersten Mittel la im Innenraum des Zellkulturbehalters 1 ist uber eine 
Leitung 14 mit einem Abfallbehalter 10 fluidverbunden. Jedoch konnen auch die Ab- 
fiihrungsseiten mehrerer der erfindungsgemaiJen Vomchtungen mit einem gemein- 
samen Abfallbehalter verbunden sein. Der Zellkulturbehalter 1 ist auf einer Grund- 
platte 15 plaziert und darauf mit einem Rastmechanismus befestigt. In der Grund- 
platte 15 integriert befindet sich eine Helzfolie. die geeignet ist. den Zellkulturbehalter 
und das Medium kurz vor selnem Eintritt in den Zellkulturbehalter auf die bendtigte 
Temperatur, bevorzugt auf 37 **C, zu temperieren. Die Helzfolie kann aber auch in 
den Boden des Zellkulturbehalters 1 integriert sein, solange diese Integration eine 
hinreichende Transparenz des Zellkulturbehaiterbodens zuiant, die fur eine visuelle 
Oder mikroskopische Beobachtung der Zellkultur von Vorteil ist. Vor und hinter dem 
Zellkulturbehalter 1 befinden sich Vorrichtungen 16, die fur eine Probennahme ge- 
eignet sind und beispielsweise als Septum ausgefuhrt sein konnen. Der Wirkstoffvor- 
ratsbehalter 7 ist uber das Leitungssystem 9, die Wirkstoffdosiereinheit 8 und die 
Leitung 9b mit der ZufUhrungsseite der im Zellkulturbehalter 1 befindlichen ersten 
Mittel la verbunden. Die Flussigkeiten fuhrenden Leitungen sind vorzugsweise Sili- 
conschiauche mit einem Innendurchmesser von 1 mm. 
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Figur 2b zeigt im Querschnitt ein modulares Wirkstoffprtifsystem mit drei ubereinan- 
der angeordneten Ebenen in je einer Halteaing 13. die erfindungsgemSBe Vorrich- 
tungen enthalt. Figur 2b verdeutiicht. das mittels der modularen Anordnung der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtungen eine Vielzahl dieser Vorrichtungen bereitgestellt wer- 
den kann, wodurch sich eine Vielzahl von in vitro Wirkstofftests gleichzeltig durchfQh- 
ren isat. 

Figur 3 zeigt in Draufsicht ein modulares Wirkstoffpriifsystem in einer Halterung 13, 
die sechs erfindungsgemaUe Vonichtungen fixiert. Funf dieser Vonichtungen sind 
identisch mit den in Figur 2a beschriebenen Vorrichtungen. Die sechste, in Figur 3 
ganz unten eingezeichnete Vomchtung zeigt eine zur Kombinationstherapie geeig- 
nete Anordnung 17, deren drei Wirkstoffvorratsbehaiter 18a, 18b und 18c uber je- 
weils eigene Wirkstoffpumpen 19a, 19b und 19c mit der Zufuhrungsseite der ersten 
Mittel fluidverbunden sind. Zusammen mit dem Wirkstoffvon-atsbehalter 7 und der 
Wirkstoffdosiereinheit 8 kann somit im Zellkulturbehaiter der untersten erfindungs- 
gemalien Vonichtung von Figur 3 eine Kombinationstherapie mit vier Wirkstoffen 
durchgefOhrt werden. 

Die Vorrichtungen des modularen WiricstoffprOfsystems schlieBen Nahrmedien, Zell- 
kulturen, Wirkstoffe und die Abfall-Ldsungen gegenuber der Aulienwelt ab. Alle mit 
WIricstoff in Kontakt kommenden Teile der Vonichtung sind bevorzugt als Einmal-Ar- 
tikel ausgefuhrt. Daher kann mittels des bereits erw^hnten Rastmechanismus jede 
Vorrichtung des modularen Systems einzein aus besagem System entfemt werden, 
ohne dass das Betriebspersonal mit den zum Teil hochtoxischen Wirkstoffen in Be- 
rQhrung kommt Alle mit NShnnedium, Wiricstoff und Zellkultur in Kontakt kommenden 
Teile mQssen sterilisiert^ar sein. Ein steriler Betrieb der Vonichtung uber 10 Tage ist 
nachgewiesen. 

Somit wird deutlich. dass die modulare Anordnung der Vonichtungen eine sehr 
groBe Zahl von Wiri^stofftests mit verschiedenen Phamaakoklnetiken und Wlri<stoff- 
kombinationen zulaBt. wozu auch die Moglichkeit des modularen Systems beitragt. 
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die Zahl und die Belegung der einzelnen Vorrichtungen in vielfaltiger Weise zu wah- 
len. Beispielsweise konnen Referenzvorrichtungen ohne Wirkstoffeugabe parallel zu 
Vorrichtungen mit Wirkstoffen betrieben werden. Der modulare Aufbau des Systems 
aus einzelnen Vonichtungen hat gegenuber den konventionellen ZellkulturgefalJen 
{96-Well-, 24-Well und 6-Wellplatten) auch den Vorteil einer individuellen Manipulier- 
barkeit der einzelnen Vonichtungen, Andererseits kann in verschiedenen Kanaien 
auch die gleiche Manipulation (gleiche Probe, gleiche Behandlung) durchgefuhrt 
werden (Mehrfachmessungen). 

Ein aus 6 Vonichtungen bestehendes modulares Wirkstoffprufsystem wiegt weniger 
als 10 kg und kann problemlos von einer Person getragen werden. Wegen der gerin- 
gen Abmessungen kann z.B. ein aus 24 Vonichtungen bestehendes modulares 
Wirkstoffprufsystem auch in einem handelsublichen C02-lnkubator betrieben werden. 

Zur Systemsteuerung, Probenidentifikation, Datenaufnahme und Datenauswertung 
dient vorzugsweise ein Personal Computer, an dessen Bildschimi die momentan an- 
liegenden MeBwerte verfolgt werden kOnnen. Zudem ist ein Datenvergleich zwischen 
einzelnen Kanalen mdglich. Die Auswertesoftware ist zur Trendanalyse ebenso fShig 
wie etwa zur Analyse der Differenz zwischen Referenz- und Wirkstoffkanalen. Die 
Ergebnisse kdnnen patientenbezogen ausgewertet und gespeichert werden. 

Das folgende Beispiel zeigt, wie das modulare Wirkstoffprufsystem zur Messung des 
Einflusses der Pharmakokinetik auf die Vitalitat von Zellen verwendet werden kann. 

Beispiel: 

Die leukamische Zelllinle CCRF CEM wird in einer Dichte von 1# 10^ pro ml Zellkul- 
tunmedium (RPM1 1640 und 10 Vol.% fotales Kalberserum bezogen auf RPMI1640) 
und in einem Volumen von 300 pi in vier Zellkulturbehditer eines erfindungsgemSllen 
modularen WirkstoffprQfsystems aus 4 erfindungsgemaHen Vonichtungen vorgelegt. 
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Das modulare Wirkstoffpriifsystem wird in einen Brutschrank eingeschlossen, in dem 
eine Temperatur von 37 ^'C und ein gasfoimiges Medium bestehend aus 5 % CO2. 
74 % N2 und 21 % O2 vorliegt. Die Zufuhr des eben genannten gasfonmigen Mediums 
erfolgt diffusiv uber Sterilfilter in die zweiten als Oxyphan® ausgebildeten Membran- 
systeme in den Innenraum der ZellkuiturbehSlter 1 bis 4, Als Nahmiedium wird RPMI 
1640 und 10 Vol.% fdtales Kaiberserum bezogen auf RPMI1640 eingesetzt. Fiir eine 
Zeitdauer von 24 h wird das Nahmiedium mit einer Fluligeschwindigkeit von 7 ml/min 
rezlrkuliert, wodurch die leukamischen Zelllinien uber die als Cuprophan® - Hohlfa- 
sem ausgebildeten Membranen des ersten Membransystems mit Nahrmedium ver- 
sorgt werden. Nach 24 h Rezirkulation wird die Nahmiedienzufuhr unterbrochen und 
das Zytostatikum Idarubicin in drei verschiedenen Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Ver- 
laufen mit eiher FluBgeschwindigkeit des Nahrmediums von 0.2 ml pro Minute uber 
die Cuprophan® -Membranen in die jeweiligen Zellkulturbehalter der erfindungsge- 
malien Vorrichtungen wie im folgenden beschrieben zudosiert: 

Die Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufe sind in Figur 4a) als Profile 1 bis 3 be- 
zeichnet. 

Profil 1: Eine LSsung von 0,20 pg Idarubicin pro ml des o.g. Zellkultunnediums wird 
in einem Zeitraum von 75 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasem des Zellkul- 
turbehaiters 1 geleitet. 

Profil 2: Eine LSsung von 0,50 pg Idarubicin pro ml des o.g. Zellkultunnediums wird 
in einem Zeitraum von 20 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasem des Zellkul- 
turbehaiters 2 geleitet, AnschlieBend winj eine Losung von 0,25 pg Idarubicin pro ml 
des o.g. Zellkultunnediums in einem Zeitraum von 20 Minuten durch die Cuprophan® 
- Hohlfasem des Zellkulturbehaiters 2 geleitet. 
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Profil 3: Eine Losung von 1,00 \ig Idarubicin pro ml des o.g. Zellkulturmediums wird 
in einem Zeitraum von 15 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasem des Zellkul- 
turbehaiters 3 geleitet. 

Im den Innenraum des Zellkulturbehaiters 4 wird kein Idarubidn zudosiert. Dieser 
Zellkulturbehalter dient als Kontrolle. Die jeweillge Zugabe des Wirkstoffs erfolgte 
dabei dergestalt, dass fur alle der vorstehend beschriebenen Wirkstoffkonzentra- 
tions-Zeit-Veriaufe die gleiche Flache unter der jeweillgen Kurve (area under curve, 
AUG) resultierte, Nach der Zudosierung des Zytostatikums wird 1 h lang der Zellkul- 
turbehalter mit frischen Nahmiedium (RPM1 1640 und 10 Vol.% fOtales Kaiberserum 
bezogen auf RPM1 1640) gespQlt. indem das Nahmiedium mit einer FluUgescfiwin- 
digkeit von 0,2 ml/min durc^ die l\^embranen des ersten Membransystems und der 
aus den Membranen austretende FIQssigkeitsstrom in den jeweiligen Abfallbelialter 
geleitet wird. Danach wird die Nahmiedienrezirkulation mit einer FlulJgeschwindigkeit 
von 7 ml/min wieder aufgenommen. Nach 72 Stunden wird das bisher verwendete 
Nahmriedium durch das gleiche aber frische Nahnnedium ersetzl. Nach 96 h werden 
die Zellen aus den vier ZellkulturbehSltem geemtet und mittels Trypanblau-Farbung 
die Zahl der vitalen Zellen und als Vitalitat der prozentuale Anteil der Zahl der ge- 
emteten vitalen Zellen an der Gesamtzahl geemteter Zellen gemali folgender Bezie- 
hung ermittelt: 

Vitalitat = (Zahl der geemteten vitalen Zellen/Gesamtzahl geemteter Zellen)»100(%) 

In Figur 4b ist hinter Jnoculum" die Zahl der in den ZellkulturbehSltem 1 bis 4 vor- 
gelegten vitalen Zellen dargestellt. Da die Zellen in einem Volumen von 300 pi und in 
einer Zelldichte von !• lO'^ pro ml Zellkulturmedium vorgelegt wurden, betragt die 
Zahl der vorgelegten vitalen Zellen in den Zellkulturbehaltem 1 bis 4 30 • 10^. Hinter 
^ellemte" ist in Figur 4b die Zahl der vitalen Zellen aufgetragen. die nach der Zell- 
emte erhalten wurden. Man erkennt. dass der Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Veriauf 
gemaK Profil 1 die Zahl der vitalen Zellen am starksten verringerte. 
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Die Vitalitaten der Zellen aus den Zellkulturbehaltem 1 bis 4 wurden mit folgendem 
Ergebnis enmittelt: 

Zelll(ulturbeh§lter Vitalltat 



1 29 % 

2 36 % 

3 47 % 

4 90 % 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zum in vitro Testen von Wirkstoffen an Zellen umfassend nr)indestens 
die Schritte 

a) zur Verfugung stellen eines Zellkulturbehaiters mit einem Innenraum und 
einer Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten ersten und 
zweiten Membransystem, wobei zwischen den Membransystemen und der 
Innenwand des Innenraums ein Zellkultunraum ausgebildet ist, 

b) Vorlegen von Zellen als Zellkultur und eines Zellkultumiedlums im Zellkul- 
turraum, 

c) Zufuhren eines flUssigen Ndhrmediums in den Zellkulturraum und Abfuhren 
von Stoffwechselprodukten aus dem Zellkultunraum mittels des ersten 
Membransystems, 

d) Zufuhren mindestens eines gasfdrmigen Mediums in den Zellkulturraum 
mittels des zweiten Membransystems. 

e) Zudosieren von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkultunraum, wobei 
das Zudosieren gemSB einem vorgegebenen Wirkstoffkonzentrations-Zeit- 
Verlauf erfolgt und 

f) Oberwachen der Zellvitalitat. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass als Wirkstoffe Cyto- 
statika, Antibiotika, Cytokine, Wachstumsfaktoren Oder antivirale Agentien ein- 
gesetzt werden, 

3. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspriiche 1 Oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Zellkultur Primarzellen eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Zellkultur Tumorzelllinien eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 4 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Zellkultunraum ein Volumen von mindestens 0,1 ml und 
hochstens 5 ml hat. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellkulturraum 
ein Volumen von mindestens 0,3 ml und hochstens 3,0 ml hat. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als erstes Membransystem mindestens eine semipemieable 
Membran oder mindestens eine hydrophile mikroporose Membran und als 
zweites Membransystem mindestens eine Gastransfennembran eingesetzt 
wird. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das erste und zweite Membransystem aus Hohlfasem besteht, 
die in mehreren Lagen schichtfomnig ubereinander angeordnet sind. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass ein ZellkulturbehSlter venA/endet wird, der einen abnehmbaren 
Deckel aufweist und das Vorlegen der Zellkultur durch Einstellen der ge- 
wunschten Zelldichte im Zellkultumnedium, Offnen des Deckels des Zellkultur- 



wo 00/53797 



PCT/EPOO/02011 



24 

behalters. Einpipettieren des gewunschten Volumens der Zellsuspension in den 
Innenraum des Zellkulturbehalters und VerschlieBen des Zellkulturbehalters mit 
dem Deckel geschieht. 

10. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 9. dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Zellkultumiedium RPM1 1640 verwendet wird. 

1 1 . Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass mindestens 1*10^ Zellen pro ml Zellkulturraum vorgelegt 
werden. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 1 1 . dadurch ge- 
kennzeichnet, dass jede Zelle einen mittleren Abstand von 0 pm bis 600 pm zur 
jeweiis nachstgelegenen Membran des ersten und zweiten Membransystems 
aufweist. 

13. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass als flussiges Nahnmedium RPM1 1640 eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das gasffirmige Medium einen p02 von 0 bis 160 mmHg 
und einen pCOz von 0 bis 1 15 mmHg aufweist. 

15. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 14. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Zellkultumiedium einen Bicarbonatpuffer enthSit und 
der pCOa im zugefQhrten gasffinmigen Medium so eingestellt wird, dass der pH- 
Wert des Zellkuttunmediums zwischen 6,8 und 7,8 liegt. 

16. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 15. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass gasfomnige Stoffwechselprodukte mittels des zweiten Mem- 
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bransystems aus dem Zellkulturraum entfemt werden. 

17. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass einzelne Wirkstoffe und/oder Kombinationen mehrerer 
Wirkstoffe zeitversetzt zudosiert werden. 

18. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 17. dadurch ge- 
kennzeichnet. dass die Wirkstoffdosierung direkt oder uber das erste Membran- 
system in den Zellkultunraum erfolgt. 

19. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 18. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Vorgabe des Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufs 
durch die Pemieabilitaten des ersten Membransystems. durch die Dauer der 
Wirkstoffeugabe und durch die Wirkstoffkonzentration geschieht. 

20. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass der Zellkulturbehalter auf einer Temperatur von 37 ge- 
halten wird. 

21 . Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Zellvitalitat mittels eines Zellvltalitatsfarbstoffs Qber- 
wacht wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass als Zellvitalitats- 
fart)stoff alamar Blue® dient. 

23. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Zellvitalitat mit mindestens einem Sensor ubenwacht 
wird. 
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24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass ein Sensor fur 
Fluoreszenz eingesetzt wird. 

25. Vorrichtung umfassend einen zur Aufnahme einer Zellkultur in einem Zellkul- 
turmedium geeigneten Zellkulturbeheklter (1) mit einem Innenraum (2), wobei im 
Innenraum erste Mittel zur Zufuhrung mindestens eines Nahmiediums und 
zweite Mittel zur ZufUhrung mindestens eines gasfonmigen Mediums angeord- 
nel sind, wobei die Mittel jeweils eine ZufQhrungsseite und eine AbfQhrungs- 
seite aufweisen, und wobei zwischen besagten Mitteln und der Innenwand des 
Innenraums ein Zellkultun^um ausgebildet ist. und wobei die ersten Mittel mit 
ihrer ZufQhrungsseite uber eine Nahrmediendosiereinheit (3) mit mindestens ei- 
nem Nahnnediumbehalter (4) in Fluidverbindung stehen, und die zweiten Mittel 
mit ihrer ZufQhrungsseite uber eine Gasdosiereinheit (5) mit mindestens einem 
Gasvon^tsbehalter (6) in Fluidverbindung stehen, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellkultun^aum ein Volumen von hOchstens 5 ml und mindestens 

0,1 ml hat, dass die Vonichtung des Weiteren Mittel (7), (8), (9), (9a), (9b) und 
(9c) zur ZufOhrung von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkultun^um und 
Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufs Im 
Zellkultunraum enthait. 

26. Vonichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die ersten Mittel 
mit ihrer Abfuhrungsseite mit einem AbfallbehSlter (10) in Fluidverbindung ste- 
hen. 

27. Vonrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die ersten Mittel 
mit ihrer AbfQhrungsseite Qber eine Rezirkulationsleitung (1 1 ) mit dem minde- 
stens einen NShrmedienbehalter (4) in Fluidverbindung stehen. 



28. 



Vorrichtung nach einem Oder mehreren der Anspruche 25 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die ersten Mittel aus mindestens einer fur die ZufQhrung 
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flussiger Nahrmedien geeigneten Membran bestehen. 

29. Vonichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 28, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die zweiten Mittel aus mindestens einer fur den Gasaus- 
tausch geeigneten Membran bestehen. 

30. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 29, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Zellkulturbehaiter (1) einen Boden und einen Deckel 
aufweist, welche den Innenraum begrenzen, einander gegenUber liegen und 
aus einem transparenten Material bestehen. 

31 . Vomchtung nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass im Boden des 
Zellkulturbehaiters (1) ein Helzsystem integriert 1st. 

32. Vonichtung nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 31 . dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die mindestens eine Membran der ersten Mittel eine semi- 
permeable Membran oder eine hydrophile mikroporose Membran ist, 

33. Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 32. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die mindestens eine Membran der zweiten Mittel eine Oxy- 
genationsmembran ist. 

34. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Membranen der ersten und der zweiten Mittel Hohlfa- 
sem sind. 

35. Vonichtung nach einem oder mehreren der AnsprOche 25 bis 34. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Hohlfasem in mehreren Lagen schichtfomnig ubereinan- 
der im Innenraum angeordnet sind. 



wo 00/53797 



28 



PCr/EPOO/02011 



36. Vorrichtung nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet. dass der maximale 
Abstand der die jeweiligen Mittel ausbildenden Hohlfasem untereinander zwi- 
schen 50 Mm und 600 liegt. 

37. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 25 bis 36, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Zellkulturraum ein Volumen von 0,3 ml bis 3,0 ml hat. 

38. Vonichtung nach einem oder mehreren der Anspriiche 25 bis 37, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Mittel zur Wirkstoffzufuhrung aus mindestens einem 
Wirkstoffvon-atsbehaiter (7), mindestens einer Wirkstoffdosiereinheit (8) und aus 
einem Leitungssystem (9) besteht, das den mindestens einen Wirkstoffvonrats- 
behalter (7) Qber jeweils eine Wirkstoffdosiereinheit (8) direkt (9a) oder uber die 
ersten Mittel (9b) mit dem Zellkultun-aum des Zellkulturbehalters (1 ) verbindet. 

39. Vonichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 38, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Vomchtung ein Mittel zur Oberwachung der Zellvitalitat 
umfaRt. 

40. Vomchtung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel zur 
Obenwachung der Zellvitalitat aus mindestens einem Sensor bestehen. 

41 . Vomchtung nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass der Sensor ein 
Fluoreszenz - Sensor ist. 

42. Modulares Wirkstoffprufsystem umfassend mindestens 2 Vorrichtungen gem§(i 
Anspruch 25 bis 41. 

43. Modulares Wirkstoffprufsystem gemaR Anspruch 42 bestehend aus 6, 24 oder 
96 Vorrichtungen gemaii den Anspriichen 25 bis 41 . 
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44. Verwendung der Vomchtung gemaB einem Oder mehreren der Ansprtiche 25 
bis 41 Oder des modularen Wirkstoffprufsystems gemad einem der Anspriiche 
42 Oder 43 zum in vitro Test der Wirkung von Wirkstoffen auf Zellen. 

45. Verwendung der Vorrichtung oder des modularen Systems gemali Anspruch 
44, dadurch gekennzeichnet, dass der EinfluR einer Phamriakokinetik auf die 
Vitalit3t von Zellen ermittelt wird. 
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Figur2b 
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